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(57) Abstract 

The invention relates to novel sequence variants of the human beta2-adrenergic receptor gene and to their use for diagnosing a range 
of diseases, especially for detecting a predisposition to high blood pressure, for diagnosing reactivity to therapeutic agents where this varies 
from one case to the next, and for developing therapeutic agents on the basis of pharmacogenetic principles. 



(57) Ziisamnrtpnfajggiing 

Die Erftndung betriffi neue Sequenzvarianten des menschlichen beta2-adrenergen Rezeptorgens und ihre Verwendung zur Diagnose 
ernes Spektruros von Erkrankungen, insbesondere zur Feststellung von BIuthochdruck-Dispositionen, zur Diagnose einer individual 
unterschiedlichen Ansgrechbarkeit auf Therapeutika und zur Therapeutika-Entwickhing auf der Basis pharmakogenetischer Prinzipien. 
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Neue Sequenzvarianten des menschlichen beta2-adrenergen Rezeptorgens und ihre 
Verwendung 

Die Erfindung betrifft neue Sequenzvarianten des menschlichen beta2-adrenergen Rezep- 
torgens und ihre Verwendung zur Diagnose eines Spektrums von Erkranfcungen, insbe- 
sondere zur Feststelhmg von Bluthochdruck-Dispositionen und zur Therapeutika- 
Entwicklung auf der Basis pharmakogenetischer Prinzipien. 

Der menschliche beta2-adrenerge Rezeptor ist eine wichtige Komponente des sympathi- 
schen Nervensy stems und reguliert ais solche ein Spektrum zentraler und peripherer 
Funktionen, wie z.B. Herz-Kreislauf-Funktionen, metabolische Funktionen, zentralnervo- 
se Funktionen und Neurosecretion. Er ist Angriffspunkt von Pharmaka/Therapeutika mit 
einem breiten Indikationsspektrum, die mit zu den am haufigsten verordneten Medikamen- 
ten gehoren. Vielfaltige Befunde weisen daraufhin, daB dieser Rezeptor eine Roile in der 
Pathogenese/Pathophysiologie einer Reihe haufiger Erkrankungen spielen konnte, wie 
z.B. der Hypertonic und anderen Herz-Kreislauf-Erkrankungen, verschiedenen neu- 
ropsychiatrischen Erkrankungen wie z.B. Depression, und metabolischen Erkrankungen 
wie z.B. Fettsucht (Insei PA (Ed) (1987) Adrenergic receptors in man, Marcel Dekker, 
New York, Basel). 

Die Erfindung hat das Ziel, Varianten, Polymorphismen, Mutationen und resultierende 
Haplotypen in der DNA-Sequenz des menschlichen beta2-adrenergen Rezeptorgens zu 
ermitteln und deren Korrelationen mit Krankheitsdispositionen festzustellen. Ausgehend 
von diesen Korrelationen soil ein Verfahren zur Diagnose dieser Krankheitsdispositionen, 
zur Pradiktion von Schweregrad, Verlauf und Uberlebenszeit, ein System zur Pradikdon 
der individuellen Ansprechbarkeit auf beta2 aktive Therapeutika, zur Entwicklung indivi- 
dueil spezifischer beta2 Rezeptoragonisten und -antagonisten, und ein System zur Ent- 
wicklung einer neuen Klasse von beta2 wirksamen Therapeutika, so wie die Entwicklung 
von Testsystemen zur Erforschung pathophysiologischer Zusammenhange und Entwick- 
lung oben genannter Therapeutika, entwickelt werden. Zusammenfassend kann fur jeden 
beta2 Genotyp ein individuell optimales Therapeutikum vorhergesagt oder entwickelt wer- 
den. Die Aufgabe wird gemaB den Anspriichen gelost, die Unteranspriiche sind Voizugs- 
varianten. 
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Es wurde gefunden, daB in der 5 c -regulierenden Region der Sequenz des menschlichen 
beta2-adrenergen Rezeptorgens neben den 3 schon bekannten Mutationen in der kodieren- 
den Region (an den Positionen 1633, 1666 und 2078) weitere Varianten vorhanden sind. 
Es wurde femer gefunden, daB diese genetischen Varianten mit der Disposition fur ver- 
scfaiedene Krankheiten, z. B. Biuthochdruck, korrelieren. 

Gegenstand der Erfindung ist danach die Sequenz des menschlichen beta2-adrenergen Re- 
zeptorgens, die an den Positionen 159, 245, 565, 934, 1120, 1221, 1541, 1568, 1633, 
1666, 1839, 2078, 2110, 2640, und 2826 ganz oder teilweise mutiert ist. Es handelt sich 
insbesondere urn erne Sequenz, die ganz oder teilweise die Mutationen T— >A (Position 
159), A-»G (Position 245), G->A (Position 565), G-^A (Position 934), G-»C (Position 
1120), C-»T (Position 1221), C->T (Arg->Cys) (Position 1541), T->C (Position 1568), 
A->G (Arg->Gly) (Position 1633), C-»G (Gln-»Glu) (Position 1666), G->A (Position 
1839), C->T (Thr->De) (Position 2078), C >A (Position 2110), G->C (Position 
2640), und G->A (Position 2826) enthalt (Abbildungen 1, 2a und 2b). 

Besonders wichtig sind folgende Sequenzen (Haplotypen): 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1633 A und 1666 C, 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 C, 1633 G und 1666 G, 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1633 G und 1666 C, 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1568 T, 1633 A und 1666 C, 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 C, 1568 C, 1633 G und 1666 G sowie die 

- Sequenz mit den Mutationen 1541 T, 1568 T, 1633 G und 1666 C. 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Verfahren zur Bestimmung von Krankheitsdis- 
positionen, wobei alle Sequenzen und Varianten des beta2-adrenergen Rezeptorgens von 
der Einzelmutation bis zu alien mdglichen Kombinationen aller Varianten (einschliefllich 
jeder beliebigen absoluten Anzahl von Varianten, die mit einbezogen werden konnen) 
genotypisiert werden konnen und die entsprechende Aussagen fiber Krankheitsdispositio- 
nen ennoglichen. 

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden isoliert und 
mindestens an einer der ausgetauschten Positionen genotypisiert und nachfolgend mit der 
Referenz-DNA-Sequenz verglichen wird. Bevorzugt sind Ausfuhrungsformen, in denen 
mindestens die Position 1633, mindestens die drei Positionen 1541, 1633 und 1666 bzw. 
die vier letztgenannten Positionen (1541, 1568, 1633 und 1666) oder an den sieben Posi- 
tionen 245, 565 934, 11541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 
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Das Verfahren kann auch variiert werden, indem mindestens 3 der 4 Positionen 1541, 
1568, 1633 und 1666 genotypisiert und nachfolgend mit der Referenz-DNA-Sequenz 
vergliclien wird. Bevorzugt ist hier die Genotypisierung der Positionen 1541, 1633 und 
1666. 

Die Genotypisierung erfolgt durch Sequenziening Oder durch andere Methoden, die fur 
die Detektion von Punktmutationen geeignet sind. E>azu gehoren PCR-gestutzte Genoty- 
pisierungsverfahren wie z. B. allelspezifische PGR, andere Genotypisierungsverfahren 
unter Verwendung von Oligonukleotiden (Beispiele waren *dot blotting 5 , oder 
'Oligonucleotide Ligation Assays' (OLA)), Verfahren unter Verwendung von Restriktion- 
senzymen, und * Single Nucleotide Polymorphism * (SNP) Analyse mittels 'Matrix-assisted 
Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry (MALDI), sowie prinzipiell jedwede zu- 
kunftig zur Verfugung stehende Methode zur Variantendetektion einschlieBlich der Chip- 
Technologie in all ihren technoiogischen Ausfuhningen. 

Ausgehend davon ist das erfindungsgemafie Verfahren zur Bestimmung eines breiten 
Spektrums verschiedenster Krankheitsdispositionen geeignet 

In einer Ausfuhrungsvariante z.B. zur Bestimmung einer Disposition fur Bluthochdruck, 
(bzw. der Vorhersage des Bereichs der individuellen Blutdruckwerte- als solche), und an- 
derer cardiovaskularer Erkrankungen, einschlieBlich Myokardinferkt und Schlaganfall, im 
weitesten Sinne die Entstehung einer terminalen Niereninsuffizienz (mit Dialysebedarf). 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsvariante gestattet z.B. die Bestimmung einer Dispo- 
sition fur neuropsychiatrischen Erkrankungen wie Depressionen und Angstsyndromen 
(anxiety disorders), attention deficit disorder (mit Hyperactivity), EBstorungen, z.B. fur 
Anorexia nervosa und Bulimie, oder durch posttraumatischen StreS ausgeldste Storungen; 
Oder fur Krankheiten des autonomen Nervensystem, wie z.B. Brac&ury-Eggleston, Sky- 
Drager und Riley-Day Syndrom sowie selektive noradrenerge und Barorezeptor- 
Dispositionen, oder Migrane. 

AuBerdem ist es auch fiir den Nachweis von Dispositionen fur allergische Erkrankungen, 
insbesondere Asthma und atopische Storungen, geeignet. 

Ein weiteres Einsatzgebiet ist die Bestimmung einer Disposition fur metabolische Erkran- 
kungM wie Fettsucht (sowie familiare 'morbid obesity'), einschlieBlich einer Vorhersage 
des Gewichtsbereichs als solchen oder einer Disposition fur Gewichtsveranderung, 
schlieBlich eine Voraussage des Verhaltnisses der KorpermaBe als solche, wie sie sich 
z.B. im 'body mass index '(BMI) ausdriicken. 
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Desweiteren erlaubt das Verfahren auch die Bestimmung des Verlaufs und des Schwere- 
grads von Erkrankungen, sowie die Pradikation der Uberiebensdauer nach schweren me- 
dizinischen Erkrankungen, z.B. nach Myokardinfarkt, Herzversagen und/oder Schlagan- 
fall. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsvariante gestattet die Bestimmung einer individuell 
unterschiedlichen Reaktivitat des autonomen Nervensy stems, im besonderen auf endoge- 
nen und exogenen Strefi (wie sie z.B. insbesondere durch eine individuell unterschiedliche 
Disposition zu Bhitdruck- und/oder Herzfrequenzverandeningen (-auslenkungen) auf en- 
dogenen und exogenen Strefi zum Ausdruck kommt), oder durch individuell unterschiedli- 
che Blutdruckveranderungen auf endogen oder exogen induzierte Veranderungen der 
Salzkonzentration im Blut (individuell unterschiedliche Salzsensivitat oder -resistenz), und 
im weitesten Sinne auch durch individuell unterschiedliche Salz- und Wasserregulation 
bzw. -ruckresorption in der Niere (damit zusammenhangend Volumenregulation) zum 
Ausdruck kommt. 

Ein weiterer wichtiger Gegenstand der Erfindung ist die Vexwendung der beanspruchten 
Sequenzvarianten a) zur Vorhersage der individuell unterschiedlichen Ansprechbarkeit auf 
bisher bekannte Therapeutika (beta2 Rezeptorliganden) sowie der individuell unterschied- 
lichen Ansprechbarkeit auf die endogenen Liganden Adrenalin und Noradrenalin; b) vor- 
zugsweise zur Entwicklung individuell spezifischer beta2-Rezeptoragonisten und - 
antagonisten; c) insbesondere auch zur Entwicklung einer neuen Klasse von Therapeutika, 
die auf das beta2 Rezeptorgen gerichtet sind, am 5* regulatorischen Bereich, Promotorbe- 
reich, insbesondere z.B. am Leaderpeptid angreifen, und via Regulation der Transcripti- 
on, der Translation sowie durch BeeixrQussung deren Effizienz, vornehmlich durch Regu- 
lation der Expression, wirken. 

In diesem Zusammenhang ist weiterer Gegenstand der Erfindung die Vorhersage der in- 
dividuellen Gewohnung auf Medikamentengabe (Tachyphy laxie) , sowie einer unter- 
schiedlichen Disposition fur Arzneimittelnebenwiikungen. Insgesamt wird eine Pradiktion 
individuell optimaler Therapeutika, denen somit unterschiedliche Wirkmechanismen zu- 
grundeliegen, moglich. 

Ein weiterer wichtiger Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der beanspruchten 
Sequenzvarianten zum Aufbau von Genen bzw. Vektoren, insbesondere zur Entwicklung 
von pharmazeutisch relevanten Substanzen sowie zur Entwicklung eines diagnostischen 
Kits oder jedweder diagnostischer Verfahren. Solche Kits oder Verfahren konnen vorteil- 
haft zur Vorhersage der individuellen Krankheitsdisposition oder der individuellen An- 
sprechbarkeit auf verschiedehe beta2-Therapeutika eingesetzt werden. 
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Kulturen (Zellen), die die genannten unterschiedlichsten Kombinationen von individuellen 
B2-Varianten exprimieren, konnen somit als Testmodelle fur die Entwicklung individuell 
spezifischer Therapeutika (B2-Agonisten und -antagonisten, sowie beta2- 
expressionsregulierende DNA-Therapeutika) dienen. Das entspricht Testmodellen in vitro, 
aber auch in vivo Testmodelle sind eingeschlossen (transgene Tiere, die diese individuel- 
len Rezeptorvarianten tragen). 

Als individuelle Testmodelle erlauben sie in vitro (=ex vivo) eine Vorhersage zum indi- 
viduellen Funktionszustand des beta2-Rezeptors bzw. der von ihm vennittelten Funktio- 
nen. 

Der Umfang der beanspnichten Erfindung wird im folgenden ausfuhrlich dargestellt.Zur 
Erarbeitung der Erfindung wurde die gesamte bekannte DNA-Sequenz des menschlichen 
beta2-adrenergen Rezeptorgens einschliefilich seiner regulierenden und kodierenden Re- 
gionen in Patienten und Kontrollen mittels der 'Multiplex PCR Sequenzienmg' unter- 
sucht, und zunachst eine Reihe von genetischen Varianten identibSziert. In der 5' regulie- 
renden Region wurden zum bestehenden Zeitpunkt acht neue Varianten entdeckt, deren 
wichtigste der Austauscb eines hochkonservierten Arg- > Cys im 4 Leader Peptide' des 
Genes (Position 1541) zu sein scheint, das die Translation des Rezeptorgens reguliert 
(Position -47 relativ zum Translationsstartpunkt), d.h. seine Expression. 

Zusammenfassung der neu identifizierten Varianten (Nukleotidposition vor dem Austausch 
ist in Bezug auf die veroffentlichte beta2-Rezeptorgensequenz, (Kobilka B.K et al, 
Proc.Natl.Acad.Sci USA; 84(1): 46-50 (1987)[Acc. No. J02960]; die Angabe in Klam- 
mern hinter dem Austausch bezieht sich auf den Translationsstart): 

159 T -» A (-1429) 
245 A -> G (-1343) 
565 G A (-1023) 
934 G -» A (-654) 
1120 G->C (-468) 
1221 C T (-367) 

1541 C -> T (-47) Arg — > Cys Austausch im 'Leader Peptide' des beta2-Rezeptorgens 
1568 T C (-20) 

Diese Varianten sind in den Abbildungen 1, 2a und 2b ubersichtlich dargestellt. 
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Korrelationen mit Erkrankungen bzw. klinisch relevanten Phanotypen: 
Spezifische Einflusse der beiden bisher bekaimten Mutationen Arg->Gly (an Position 
+46 relativ zum Translationsstartpunkt, entspricht Position 16 der Aminosaurensequenz) 
und Gln->Glu (an Position -1-79 relativ zum Translationsstartpunkt, entspricht Position 
27 der Aminosaurensequenz), sowie der neu entdeckten 'Leader Peptide' Mutation Arg- 
> Cys (an Position -47 relativ zum Translationsstartpunkt) auf eine Reihe von klinisch 
und pathogenetisch relevanten Phanotypen wurden in mehreren Studien nachgewiesen. So 
wurde eine signifikante Assoziation der Allele an Position 16 der Aminosaurensequenz 
mit genetischer Predisposition zur Hypertonic, sowie extremer ausgelenkten Blutdruck- 
werten festgestellt Im weiteren haben die beschriebenen drei Mutationen einen signifikan- 
ten Effekt auf phanotypische Parameter wie Herzfrequenz, Noradrenalin-Konzentrationen, 
Blutdruckverandenmgen auf experimentell induzierten physischen und mentalen Stress, 
4 coping styles 5 und Personlichkeitsdimensionen, sowie Gewicht und Gewichtsverande- 
rung. Im besonderen wurde auch eine Assoziation der 'Leader Peptide ' -Mutation mit Hy- 
pertonie gezeigt. Im weiteren konnte eine Beziehung zwischen beta2-Agonist-induzierter 
Vasodilatation und beta2 Rezeptormutationen, vorzugsweise an Position 16 der Aminosau- 
rensequenz, hergestellt werden, sowie eine Beziehung zwischen beta2-Rezeptorexpression 
an Fibroblastenkulturen genotypisierter Individuen und beta2 Rezeptormutationen, vor- 
zugsweise an Position 16 der Aminosaurensequenz. 

Detektion spezifischer Dreierkombinationen der Mutationen an Positionen (relativ zur 
verdffentlichten beta2-Sequenz, Kobilka et al. 1987) 1541 C T ('Leader Peptide' Mu- 
tation Arg->Cys), 1633 A -> G (Arg->Gly), und 1666 C -> G (Gln->Glu): 
Kombination 1: 1541 T (Cys Allel), 1633 A (Arg Allel), 1666 C (Gin Allel) 
Kombination 2: 1541 C (Arg Allel), 1633 G (Gly Allel), 1666 G (Glu Allel) 
Kombination 3: 1541 T (Cys Allei), 1633 G (Gly Allel), 1666 C (Gin Allel) 

Diese drei spezifischen Kombinationen kommen in 80 - 95% der Bevolkerung vor, sie 
scheinen evolutionar aus der Gesamtanzahl zu erwartender Kombinationen selektioniert zu 
sein und stellen verschiedene funktionale Zustande des menschlichen beta2-adrenergen 
Rezeptors dar, die der Variability physiologischer und pathophysiologischer Funktionen 
zugrundeliegen. Im besonderen sind sie mit einer individuell unterschiedlichen Ansprech- 
barkeit auf endogene Liganden wie Adrenalin und Noradrenalin verbunden, sowie mit 
einer unterschiedlichen therapeutischen Ansprechbarkeit auf beta2 Rezeptoragonisten und 
-antagonisten, was diese 'Kombinationen' zum Ausgangspunkt zur Entwicklung 
"individuell ma Bgeschneiderter Pharmakotherapie ' machen kann. 
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Detektion spezifischer beta2- 'Haplotypen' bestehend aus vier Varianten: an Positionen 
(relativ zur veroffentlichten beta2-Sequenz, Kobilka et al. 1987) 1541 C T ('Leader 
Peptide' Mutation Arg- > Cys), 1568 T->C; 1633 A -> G (Arg- > Gly), und 1666 C -> 
G(Gln->Glu): 

Kombination 1: 1541 T (Cys Allel), 1568 T, 1633 A (Arg AUel), 1666 C (Gin AUel) 
Kombination 2: 1541 C (Arg Allel), 1568 C, 1633 G (Gly AUel), 1666 G (Glu Allel) 
Kombination 3: 1541 T (Cys Allel), 1568 T, 1633 G (Gly AUel), 1666 C (Gin AUel) 

Kombination 1 wurde signifikant haufiger bei Individuen beobachtet, die erblich mit Hy- 
pertonic belastet waren, und steUt somit einen genetischen Risikofaktor dar. 

Detektion spezifischer beta2- 'Haplotypen* bestehend aus sieben Varianten: 
Unter rechnerischer Beriicksichtigung aUer Varianten konnten *Haplotypen\ die aus sie- 
ben Varianten (einschliefilich der drei genannten Mutationen) bestehen, extrahiert werden; 
den Berechnungen lag das Ziel zugrunde, 'Haplotypen' aus der Gesamtheit des Genoms 
zu identifizieren, die hinreichend waren, die Patientengruppe von der KontroUgruppe zu 
unterscheiden. Ein spezifischer 'Haplotyp', Kombination 1, laBt sich bei genetischer Be- 
lastung mit Hypertonic haufiger beobachten, und dies laBt sich auf andere Phanotypen 
erweitern. 

Kombination 1: 245 G, 565 G, 934 A, 1541 T (Cys AUel), 1568 T, 1633 A (Arg AUel), 
1666 C (Gin Allel) 

Kombination 2: 245 A, 565 A, 934 G, 1541 C (Arg AUel), 1568 C, 1633 G (Gly AUel), 
1666 G (Glu Allel) 

Kombination 3 : 245 G, 565 G, 934 G, 1541 T (Cys AUel), 1568 T, 1633 G (Gly AUel), 
1666 C (Gin AUel) 

Diese zuletzt beschriebenen 'Haplotypen' beschreiben schliefilich den realen, gesamten 
individueUen Funktionszustand des Rezeptors. Der Erfindung liegt das Konzept zugrunde, 
daB es nicht einzelne Mutationen sind, die unterschiedlichen funktioneUen 
(dysfunktionalen) Rezeptorzustanden zugrundeliegen, sondern diese durch die individueUe 
'polymorphe* Gesamtgensequenz als funktionsdetenninierender Einheit bedingt werden. 
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Die Erfindung wird anschliefiend durch ein Ausfuhrungsheispiel naher erlautert. 
Material und Methoden 

Fur die Erhebung des gesamten polymorphen Spektrums des beta2-Rezeptorgens wurde 
die Muitiplex-PCR-Sequenziermethode verwendet. Hierzu wurde die gesamte bisher be- 
kannte Promoterregion und die kodierende Region in acht Fragmente unterteilt und mittels 
PCR amplifiziert (siehe Abb. 1). Diese PCR Fragmente wurden gepoolt und ^rnnl^n 
sequenziert. Die Fragmente der Terminationsreaktionen wurden auf einem Sequenzgel 
aufgetrennt und mittels Direkter Transfer Elektrophorese (DTE) auf eine Nylonmembran 
iibertragen. Die Dekodierung der einzelnen Sequenzleitern erfolgte durch sukzessives Hy- 
bridisieren mit spezifischen Oligonukleotiden. 

Die spezifischen Bedingungen fur die Amplifikation waren wie folgt: 
Fur Fragment I wurde der Vorwartsprimer ADRBR-F1 mit der Sequenz 5 - 
TATTGGCCAGGATCTTTTGCTTTCTAT-3 'und der Ruckwartsprimer ADRBR-R1 mit 
der Sequenz 5 -TAACATTAAGAACATTTTGAAGC-3 'verwendet Fragment II wurde 
mit Hilfe der beiden Primer ADRBR-F2: 5 -GCATACCCCCGCTCCAGATAAA-3 und 
ADRBR-R2: 5 '-GCACGCACATACAGGCACAAATAC-3 'amplifiziert. Fur Fragment 
III waren es die beiden Primer ADRBR-F3: 5 -GGCCGCGTTTCTGTGTTGG-3 und 
ADRBR-R3: 5 -AGTGCGTTCTGCCCGTTATGTG-3 Fur das Fragment Vffl die bei- 
den Primer ADRBR-F8: 5 -GGT ACTGTGrCCT AGCG ATAAC-3 'und ADRBR-R8: 5 - 
TAAAATACCCCGTGTGAGCAAATAAGAG-3 '. Die Reaktionsbedingungen fur diese 
vier Fragmente waren wie folgt: 10 x PCR Puffer (100 mM Tris-HCl, 15 mM MgCL, x 6 
I^O, 500 mM KC1, pH 8,3), dNTP 2 mM, 30 /iM Primer F, 30 fiM Primer R, 50 ng 
genomische DNA und 5 U einer Tag DNA Polymerase. Alle drei Fragmente wurden mit 
folgendem Temperaturprofil amplifiziert: 94 °C 4 min; 35 Zyklen: 94 °C 30 sec, 60 °C 
30 sec, 72 °C 1 min und abschliefiend 72 °C 10 min. 

Fragment IV wurde mit Hilfe der beiden Primer ADRBR-F4: 5'- 
GGGGAGGGAAAGGGGAGGAG-3 ' und ADRBR-R4: 5- 

CTGCCAGGCCCATGACCAGAT-3 'amplifiziert. Fur Fragment VH wurden die Primer 
ADRBR-F7: 5 -CTGGCTGCCCITCTTCATCGTT-3 " und ADRBR-R7: 5 - 
TACCCTCAAGTTAAATAGTCTGTT-3 'verwendet. Die Bedingungen fur diese beiden 
PCR-Reaktionen waren wie folgt: 10 x PCR Puffer (160 mM (NHJ 2 S0 4 , 0,1 % Tween- 
20, 500 mM KOH, pH), dNTP 2 mM, 30 /iM Primer F, 30 /xM Primer R, 50 ng geno- 
mische DNA und 4 U eines Gemisches aus der Taq DNA Polymerase und einer thermo- 
stabilen inorganiscben Pyrophosphatase von Thermos thermophilic. Beide Fragmente 
wurden mit folgendem Temperaturprofil amplifiziert: 94 °C 4 min; 35 Zyklen: 94 °C 30 
sec, 66 °C [Fragment TV] bzw. 60 °C [Fragment VH] 30 sec, 72 °C 1 min und abschlie- 
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Bend 72 °C 10 min. 

Fragment V wurde mittels der beiden Primer ADRBR-F5: 5'- 
ATGCGCCGGACCACGAC-3 und ADRBR-R5: 5 - GTAGAAGGACACGATGGA- 
3 'amplifiziert, Fragment VI mit den beiden Primera ADRBR-F6: 5- 
GCTACTTTGCCATTACTTCAGC-3 ' und ADRBR-R6: 5 

AAATCTGGGCTCCGGCAGTAGATAAG-3 Diese beiden Fragmente wurden mit Hil- 
fe des 'AmpliTaq Gold Kits' von Peridn Elmer amplifizierL Dais Temperaturprofil bei 
diesen beiden Fragmenten war wie folgt: 94 °C 10 min; 35 Zyklen: 94 °C 30 sec, 56 °C 
[Fragment V] bzw. 58 °C [Fragment VQ 30 sec, 72 °C 1 min und abschliefiend 72 °C 10 
min. 

Die Sequenzierung erfolgte nrit Hilfe des 'Thermo Sequenase cycle sequencing kit* von 
Amersham. Als Sequenzierprimer wurden die oben beschriebenen PCR Primer verwen- 
det. Die Sequenzierung wurde in vier Multiplex-Pools durchgefuhrt. Pool 1 enthielt die 
Sequenzierprimer ADRBR-F1, ADRBR-F3, ADRBR-F5 und ADRBR-F7; Pool 2 die 
Sequenzierprimer ADRBR-R1, ADRBR-R3, ADRBR-R5 und ADRBR-R7. In beide Se- 
quenzier-Poole wurden die PCR-Fragmente I, HI, V und VH eingesetzt. Pool 3 hingegen 
enthielt die Sequenzierprimer ADRBR-F2, F4, F6 und F8; Pool 4 die Sequenzierprimer 
ADRBR-R2, R4, R6 und R8. In diese beiden Poole wurden die Fragmente n, IV, VT und 
VEQ eingesetzt. 

Samtliche PCR- und Sequenzierungsreaktionen wurden in einem PTC 225 Cycler von MJ 
Research durchgefuhrt 

Die Produkte der Sequenzreaktionen wurden auf einem 100 jim dicken Acrylamidgel (5% 
Acrylamid, 7 M Harnstoff) aufgetrennt und unter Standard DTE Bedingungen (siehe 
Richterich and Church, 1993), auf eine Biodyne A Membran (Pall) ubertragen. Die 
Memhran wurde dann mit ^P- markierten Oligonukleotiden hybridisiert und die einzelnen 
Sequenzleitern mit Hilfe eines Phospho-Fluorimager (Storm 860, Molecular Dynamics) 
detektiert. 



WO 99/37761 PCT/DE98/03818 

10 

Literator: 

Kobilka B.K., Dixan R.A., Fridle T., Dohlman H.G., Bolanowski M.A., Sigal I.S., 
Yang Feng T.L., Francke U., Caron M.G., Lefkowitz R.J.: cDNA for the beta 2- 
adienergic receptor: a protein with multiple membrane-spanning domains and encoded by 
a gene whose chromosomal location is shared with that of the receptor for platelet-derived 
growth facto. Proc Nad Acad Set USA.; 84 (1): 46-50 (1987). 

Parola A.L. and Kobila B.K. The peptide product of a 5' leader cistron in the beta 2 ad- 
renergic receptor mRNA inhibits receptor synthesis. / Biol Chenu 269 (6): 4497-505 
(1994). 

Richterich P. and Church G.M.: DNA sequencing with direct transfer electrophoresis and 
nonradioactive detection. Methods Enzymol. 218: 187-222 (1993). 



Legenden zn den Abbildungen: 
Abbfldong 1 

Polymorphes Spektrum des menschlichen beta 2-adrenergen Rezeptorgens 
Varianten sind entsprechend ihrer Nukieotidposition emgezeichnet 
(Referenzsequenz Kobilka et al. 1987). 

Abbildung 2 a 

Sequenz des menrehlirhen beta 2-adrenergen Rezeptors (Kobilka et al. 1987) 
Varianten sind eutsprechend ihrer Position eingezeichnet. 

Abbildung 2 b 

Sequenz des menschlichen beta 2-adrenergen Rezeptors (Kobilka et al. 1997). 
Emgezeichnet sind die Varianten (Nuideotid- bzw. Ammosaureaustaosch). 
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Patentanspruche 

1. Sequenz des menschlichen beta2-adrenergenen Rezeptorgens, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Basen an den Positionen 159, 245, 565, 934, 1120, 1221, 1541, 1568, 1633, 
1666, 1839, 2078, 2110, 2640, und 2826 ganz oder teilweise ausgetauscht sind. 

2. Sequenz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie ganz oder teilweise die 
Basenaustausche T-»A (Position 159), A-»G (Position 245), G-^A (Position 565), G-»A 
(Position 934), G^C (Position 1120), C->T (Position 1221), C-»T (Position 1541), 
T->C (Position 1568), A-»G (Position 1633), C->G (Position 1666), G->A (Position 
1839), C->T (Position 2078), C->A (Position 2110), G->C (Position 2640), und G->A 
(Position 2826) enthalt. 

3. Sequenz nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 T, 1633 A 
und 1666 C. 

4.Sequenz nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 C, 1633 G 
und 1666 G. 

5. Sequenz nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 T, 1633 G 
und 1666 C. 

6. Sequenz nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 T, 1568 T 
1633 A und 1666 C. 

7. Sequenz nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 C, 1568 C 
1633 G und 1666 G. 

8. Sequenz nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet durch die Mutationen 1541 T, 1568 T 
1633 G und 1666 C. 

9. Verfahren zur Bestinunung von Krankheitsdispositionen, dadurch gekennzeichnet, daB 
die DNA eines Probanden isoliert und mindestens an einer der ausgetauschten Positionen 
genotypisiert und nachfolgend mit der Referenz-DNA-Sequenz verglichen wird, wobei 
ggf . alle moglichen Kombinationen von Varianten von der Einzelmutation bis zu alien 
moglichen Kombinationen aller Varianten einschliefilich jeder beliebigen absohiten Anzahl 
von Varianten einbezogen werden. 
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10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da6 die DNA eines Probanden 
isoliert und mindestens an der Position 1633 genotypisiext wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden 
isoliert und mindestens an den 3 Positionen 1541, 1633 und 1666 genotypisiert wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden 
isoliert und mindestens an den 4 Positionen 1541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert 
wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA eines Probanden 
isoliert und mindestens an den 7 Positionen 245, 565, 934, 1541, 1568, 1633 und 1666 
genotypisiert werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 9 Oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Positionen 
1541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 3 der 4 Posi- 
tionen 1541, 1568, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 

16. Verfahren zur Bestimmung von Krankheitsdispositionen 9, 11 oder 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Positionen 1541, 1633 und 1666 genotypisiert werden. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Ge- 
notypisierung durch Sequenzierung oder (lurch andere Methoden, die fur den Nachweis 
von Varianten geeignet sind, erfolgt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Bestimmung einer Disposition fur 
Bluthochdruck sowie fur Blutdruckabweichungen von der Norm und andere cardiovasku- 
lare Erkrankungen, einschlieBlich Myokardinfarkt und Schlaganfall; zur Bestimmung ei- 
ner Disposition fur neuropsychiatrische Erkrankungen wie Depressionen, Angstsyndro- 
men, attention deficit disorder mit Hyperactivity, EBstomngen, z.B. Anorexia nervosa 
und Bulimie, oder fur durch posttraumatischen Strefi ausgeloste Storungen; zur Bestim- 
mung einer Disposition fur Krankheiten des autonomen Nervensystem, wie z.B. Bradbu- 
ry-Eggleston, Sky-Drager und Riley-Day Syndrom sowie selektive noradrenerge und Ba- 
rorezeptor-Dispositionen, oder Migrane; zur Bestimmung einer Disposition fur allergische 
Erkrankungen, insbesondere Asthma und atopische Storungen; zur Bestimmung oner Dis- 
position fur metabolische Erkrankungen wie Fettsucht sowie familiare 'morbid obesity', 
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einschliefilich einer Vorhersage des Gewichtsbereichs als solchen oder einer Disposition 
fur Gewichtsveranderung, schliefilich eine Voraussage des Verhaltnisses der KorpermaBe 
als solche, wie sie sich z.B. im 'body mass index' (BMI) ausdriicken. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Bestimmung einer individueil un- 
terschiedlichen Reaktivitat des autonomen Nervensystems, im besonderen auf endogenen 
imd exogenen StreB. 

20. Verfahren nach Anspruch 19 zur Bestimmung einer individueil unterschiedlichen Dis- 
position fur Blutdruck- und/oder Herz£reqnenzvei^derungen/-auslenlcungen auf endoge- 
nen und exogenen StreB, oder einer individueil unterschiedlichen Salzsensitivitat/- 
resistenz. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Bestimmung des Verlaufs und des 
Schweregrads von Erkrankungen,wie z.B. unter Anspruch 18 aufgefuhrt, z. B. von neu- 
ropsychiatrischen Erkrankungen wie Depressionen und Angstsyndromen , von cardiovas- 
kularen Erkrankungen, einschliefilich Myokardinfarkt und Schlaganfall, von Krankheiten 
des autonomen Nervensystems sowie von allergischen Erkrankungen, wie z.B. Asthma. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 17 zur Bestimmung einer Disposition fur 
metabolische Erkrankungen wie Fettsucht. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Pradikation der Uberlebensdauer 
nach schweren medizinischen Erkrankungen, z.B. nach Myokardinfarkt, Herzversagen 
und/oder Schlaganfall. 

24. Verwendung der Sequenzvarianten nach Anspruch 1 bis 8 zur Entwicklung von The- 
rapeutika und/oder Lifestyle-drugs. 

25. Verwendung nach Anspruch 24 zur Entwicklung einer neuen Klasse von Therapeuti- 
ka, die auf das beta2-Rezeptorgen gerichtet sind, und am 5*regulatorischen Bereich, im 
Promotorbereich, sowie am Leaderpeptid angreifen, via Regulation der Transkription und 
Translation sowie durch Beeinflussung von deren Effizienz, vornehmlich durch Regulation 
der Expression, wiiken. 



26. Verwendung nach Anspruch 24 zur Entwicklung von beta2-Rezeptoragonisten und - 
antagonisten, insbesondere von individueil spezifischen beta2-Rezeptoragonisten und - 
antagonisten. 
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27. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Pradiktion der individuell unter- 
schiedlichen Ansprechbarkeit auf bisher bekannte, wie beta2-Rezeptorliganden, sowie 
zukunftig, auch unter Anspruch 24 bis 26 entwickelte Therapeutika, und der individuell 
unterschiedlichen Ansprechbarkeit auf die endogenen Liganden Adrenalin und Norad- 
renalin. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Vorhersage der individuellen 
Gewohnung auf Medikamentengabe (Tachyphylaxie), sowie einer unterschiedlichen Dis- 
position fur Arzneunittelneben wirkungen . 

29. Verwendung nach einem der Anspruche 9 bis 17 zur Opdmierung der individuellen, 
auf den beta2-Rezeptor und sein Gen gerichteten Therapie bzw. Intervention. 

30. Verwendung der Sequenzvarianten nach Anspruch 1 bis 8 zum Aufbau von Genen 
bzw. Vektoren, insbesondere zur Entwicklung von pharmazeutisch relevanten Substanzen. 

31. Verwendung nach Anspruch 24 bis 30 zur Entwicklung eines diagnostischen Kits, 
Oder jedweden Verfahrens zur Genotypisierung. 

32. Verwendung nach Anspruch 24 bis 31 zur Entwicklung eines diagnostischen Kits zur 
Vorhersage der individuellen Ansprechbarkeit auf verschiedene beta2-Rezeptor-agonisten 
sowie -antagonisten, sowie auf jedwede neu entwickelten beta2 aktiven Therapeutika , im 
besonderen auch nach Anspruch 25; zur Vorhersage der therapeutischen Wirksamkeit von 
Pharmaka, deren Wirkmechanismus Veranderungen der beta2-Rezeptorstruktur, - regula- 
tion, oder - expression miteinbezieht; zur Vorhersage der individuell unterschiedlichen 
Ansprechbarkeit auf die endogenen Liganden Adrenalin und Noradrenalin; zur Vorhersage 
der individuellen Gewohnung auf Medikamentengabe - Tachyphylaxie - , sowie einer un- 
terschiedlichen Disposition fur Arzneimittelnebenwirkungen; zur Optimierung der indivi- 
duellen, auf den beta2-Rezeptor und sein Gen gerichteten Therapie bzw. Intervention. 

33. Verwendung nach Anspruch 1 bis 8 sowie 9 bis 32 zur Entwicklung von in vitro (z.B. 
Zellkulturen) und in vivo (z.B. transgene Tiere) Testsystemen, die individuelle Fonnen 
des beta2-Rezeptorgens exprimieren, wobei die Testsysteme zur Untersuchung der Patho- 
physiologic von Erkrankungen von generell medizinisch wichtigen Merkmalen mit Betei- 
ligung des beta2-Rezeptorgens dienen, sowie zur Entwicklung und Testung individuell 
spezifccher Therapeutika und 'lifestyle- drugs 7 und von beta2-gerichteten Substanzen im 
allgemeinen. 
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1 cccgggttca agagattctc ctgtctcagc ctcccgagta gctgggacta caggtacgtg 

61 ccaccacacc tggctaattt ttgtattttt agtagagaca agagttacac catattggcc 

121 aggatctttt gctttctata gcttcaaaat gttcttaatg ttaagacatt cttaatactc 

181 tgaaccatat gaatttgcca ttttggtaag tcacagacgc cagatggtgg caatttcaca 
S 

241 tggcacaacc cgaaagatta acaaactatc cagcagatga aaggattttt tttagtttca 

3 01 ttgggtttac tgaagaaatt . gtttgaattc tcattgcatc tccagttcaa cagataatga 

361 gtgagtgatg ccacactctc aagagttaaa aacaaaacaa caaaaaaatt aaaacaaaag 

421 cacacaactt tctctctctg tcccaaaata catacttgca tacccccgct ccagataaaa 

481 tccaaagggt aaaactgtct tcatgcctgc aaattcctaa ggagggcacc taaagtactt 

a 

541 gacagcgagt gtgctgagga aatcejgcagc tgttgaagtc acctcctgtg ctcttgccaa 

601 atgtttgaaa gggaatacac tgggttaccg ggtgtatgtt gggaggggag cattatcagt 

661 gctcgggtga ggcaagttcg gagtacccag atggagacat ccgtgtctgt gtcgctctgg 

721 atgcctccaa gccagcgtgt gtttactttc tgtgtgtgtc accatgtctt tgtgcttctg 

781 ggtgcttctg tgtttgtttc tggccgcgtt tctgtgttgg acaggggtga ctttgtgccg 

841 gatggcttct gtgtgagagc gcgcgcgagt gtgcatgtcg gtgagctrggg agggtgtgtc 

a 

901 tcagtgtcta tggctgtggt tcggtataag tctgagcatg tctgccaggg tgtatttgtg 

961 cctgtatgtg cgtgcctcgg tgggcactct cgtttccttc cgaatgtggg gcagtgccgg 

1021 tgtgctgccc tctgccttga gacctcaagc cgcgcaggcg cccagggcag gcaggtagcg 

1081 gccacagaag agccaaaagc tcccgggttg gctggtaagg acaccacctc cagctttagc 

1141 cctctggggc cagccagggt; agccgggaag cagtggtggc ccgccctcca gggagcagtt 

t 

1201 gggccccgcc cgggccagcc ccaggagaag gagggcgagg ggaggggagg gaaaggggag 

1261 gagtgcctcg ccccttcgcg gctgccggcg tgccattggc cgaaagttcc cgtacgtcac 

1321 ggcgagggca gttcccctaa agtcctgtgc acataacggg cagaacgcac tgcgaagcgg 

1381 cttcttcaga gcacgggctg gaactggcag gcaccgcgag cccctagcac ccgacaagct 

1441 gagtgtgcag gacgagtccc caccacaccc acaccacagc cgctgaatga ggcttccagg 

t 

1501 cgtccgctcg cggcccgcag agccccgccg tgggtccgcc cgctgaggcg cccccagcca 
c 

1561 gtgcgcttac ctgccagact gcgcgccatg gggcaacccg ggaacggcag cgccttcttg 

S g 
1621 ctggcaccca atagaagcca tgcgccggac cacgacgtca cgcagcaaag ggacgaggtg 

1681 cgggtggtgg gcatgggcac cgrcatgtct ctcatcgtcc tggccatcgt gctcggcaat 
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1741 gtgctggtca tcacagccat tgccaagttc gagcgtctgc agacggtcac caactacttc 

a 

1801 atcacttcac tggcctgtgc tgatctggtc atgggcct$g cagtggtgcc ctttggggcc 

1861 gcccatattc ttatgaaaat gtggactttt ggcaacttct ggtgcgagtt ttggacttcc 

1921 attgatgtgc tgtgcgtcac ggccagcatt gagaccctgt gcgtgatcgc agtggatcgc 

1981 tactttgcca ttacttcacc tttcaagtac cagagcctgc tgaccaagaa taaggcccgg 

t 

2041 gtgatcattc tgatggtgtg gattgtgtca ggccttacct ccttcttgcc cattcagatg 
a 

2101 cactggtacc gggccaccca ccaggaagcc atcaactgct atgccaatga gacctgctgt 

2161 gacttcttca cgaaccaagc ctatgccatt gcctcttcca tcgtgtcctt ctacgttccc 

2221 ctggtgatca tggtcttcgt ctactccagg gtctttcagg aggccaaaag gcagctccag 

2281 aagattgaca aatctgaggg ccgcttccat gtccagaacc ttagccaggt ggagcaggat 

2341 gggcggacgg ggcatggact ccgcagatct tccaagttct gcttgaagga gcacaaagcc 

2401 ctcaagacgt taggcatcat catgggcact ttcaccctct gctggctgcc cttcttcatc 

2461 gttaacattg tgcatgtgat ccaggataac ctcatccgta aggaagttta catcctccta 

2521 aattggatag gctatgtcaa ttctggtttc aatcccctta tctactgccg gagcccagat 

c 

2581 ttcaggattg ccttccagga gcttctgtgc ctgcgcaggt cttctttgaa ggcctatggg 

2641 aatggctact ccagcaacgg caacacaggg gagcagagtg gatatcacgt ggaacaggag 

2701 aaagaaaata aactgctgtg tgaagacctc ccaggcacgg aagactttgt gggccatcaa 

2761 ggtactgtgc ctagcgataa cattgattca caagggagga attgtagtac aaatgactca 
a 

2821 ctgctcjtaaa gcagtttttc tacttttaaa gacccccccc cccccaacag aacactaaac 
2881 agactattta acttgagggt aataaactta gaataaaatt gtaaaaattg tatagagata 
2941 tgcagaagga agggcatcct tctgcctttt ttattttttt aagctgtaaa aagagagaaa 
3001 acttatttga gtgattattt gttatttgta cagttcagtt cctctttgca tggaatttgt 
3061 aagtttatgt ctaaagagct ttagtcctag aggacctgag tctgctatat tttcatgact 
3121 tttccatgta tctacctcac tattcaagta ttaggggtaa tatattgctg ctggtaattt 
3181 gtatctgaag gagattttcc ttcctacacc cttggacttg aggattttga gtatctcgga 
3241 cctttcagct gtgaacatgg actcttcccc cactcctctt atttgctcac acggggtatt 
3301 ttaggcaggg atttgaggag" cagcttcagt tgttttcccg agcaaaggtrc taaagtzttac 
3361 agtaaataaa atgtttgacc atgccttcat tgcacctgtt tgtccaaaac ccctngactg 
3421 gagtgctgtt gcctccccca ctggaaaccg c 

Akk>. 2a. 
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1 cccgggttca agagattctc ctgtctcagc ctcccgagta gctgggacta caggtacgtg 

61 ccaccacacc tggctaattt ttgta ttttt agtagagaca agagttacac catattggcc 

a 

121 aggatctxtt gctttctata gcttcaaaat gtccttaatg ttaagacatc cttaatactc 

181 tgaaccatat gaatttgcca ttttggtaag tcacagacgc cagacggtgg caatttcaca 

241 cggcacaacc cgaaagatta acaaactatc cagcagatga aaggattttt tttagtttca 

301 ttgggtttac tgaagaaatt gtttgaattc tcattgcatc tccagttcaa cagataatga 

361 gtgagtgatg ccacactctc aagagttaaa aacaaaacaa caaaaaaatt aaaacaaaag 

421 cacacaactt tctctctctg tcccaaaata catacttgca tacccccgct ccagataaaa 

481 tccaaagggt aaaactgtct tcatgcctgc aaattcctaa ggagggcacc taaagtactt 

a 

S41 gacagcgagt gtgctgagga aatcggcagc tgttgaagtc acctcctgtg ctcttgccaa 

601 atgtttgaaa gggaatacac tgggttaccg ggtgtatgtt gggaggggag cattatcagt 

661 gctcgggtga ggcaagttcg gagtacccag atggagacat ccgtgtctgt gtcgctctgg 

721 atgcctccaa gccagcgtgt gtttacttcc tgtgtgtgtc accatgtctt tgtgcttctg 

781 ggtgcttctg tgtttgtttc tggccgcgtt tctgtgttgg acaggggtga ctttgtgccg 

841 gatggcttct gtgtgagagc gcgcgcgagt gtgcatgtcg gtgagctggg agggtgtgtc 

a 

901 tcagtgtcta tggctgtggt tcggtataag tct^agcatg tctgccaggg tgtatttgtg 

961 ccngtatgtg cgtgcctcgg tgggcactct cgtttccttc cgaatgtggg gcagtgccgg 

1021 tgtgctgccc tctgccttga gacctcaagc cgcgcaggcg cccagggcag gcaggtagcg 

c 

1081 gccacagaag agccaaaagc tcccgggttg gctggtaagjj acaccacctc cagctttagc 

1141 cctctggggc cagccagggt agccgggaag cagtggtggc ccgccctcca gggagcagtt 

t 

1201 gggccccgcc cgggccagcc ccaggagaag gagggcgagg ggaggggagg gaaaggggag 

1261 gagcgcctcg ccccttcgcg gctgccggcg tgccattggc cgaaagttcc cgtacgtcac 

1321 ggcgagggca gttcccctaa agtcctgtgc acataacggg cagaacgcac tgcgaagcgg 

13 81 cttcttcaga gcacgggctg gaactggcag gcaccgcgag cccctagcac ccgacaagct 

1441 gagcgcgcag gacgagtccc caccacaccc acaccacagc cgctgaatga ggcttccagg 

| (Arg -> Cys) 

1501 cgtccgcccg cggcccgcag agccccgccg tgggtccgcc cgctgaggcg cccccagcca 
c 

1561 gtgcgcttac ctgccagact gcgcgccatg gggcaacccg ggaacggcag cgccttcttg 

| (Arg 1 6 -> Gly) g (Gin 27 -» Giu) 

1621 ctggcaccca atagaagcca tgcgccggac cacgacgtca cgcagcaaag ggacgaggtg 

16 81 tgggtggtgg gcatgggcat cgccatgtct ctcatcgtcc tggccatcgt gtttggcaat 

1741 gtgctggcca ccacagccat tgccaagctc gagcgtctgc agacggtcac caactacttc 
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a (Leu 84 -» Leu) 

1801 atcacttcac cggcctgtgc tgatctggtc atgggcctc£g cagtggtgcc ctttggggcc 

1861 gcccatattc ttatgaaaat gtggactttt ggcaacttct ggtgcgagtt ttggacttcc 

1921 attgatgtgc tgtgcgtcac ggccagcatt gagaccctgt gcgtgatcgc agtggatcgc 

1981 tactttgcca ttacttcacc tttcaagtac cagagcctzgc tgaccaagaa taaggcccgg 

t(Thr!64 ->Ile) 

2041 gtgatcattc tgatggtgtg gattgtgtca ggccttacct ccttcttgcc cattcagatg 
a(Arg 175 Arg) 

2101 cactggtacc gggccaccca ccaggaagcc atcaactgct atgccaatga gacctgctgt 

2161 gacttcttca cgaaccaagc ctacgccatt gcctcttcca tcgtgtcctt ctacgtcccc 

2221 ctggtgatca tggtcttcgt ctactccagg gtctttcagg aggccaaaag gcagctccag 

2281 aagattgaca aatctgaggg ccgcttccac gtccagaacc ttagccaggc ggagcaggac 

23 41 gggcggacgg ggcatggact ccgcagatct tccaagttct gcttgaagga gcacaaagcc 

2401 cccaagacgt taggcatcat catgggcact ttcaccctct gctggctgcc cttcttcatc 

2461 gttaacattg tgcatgtgat ccaggataac ctcatccgta aggaagttta catcctccta 

2521 aattggatag gctatgtcaa ttctggtttc aatcccctta tctactgccg gagcccagat 

(Gly351-M3ly) c 

2581 ttcaggattg ccttccagga gcttctgtgc ctgcgcaggt cttctttgaa ggcctatggg 

2641 aatggctact ccagcaacgg caacacaggg gagcagagtg gatatcacgt ggaacaggag 

2701 aaagaaaata aactgctgtg tgaagacctc ccaggcacgg aagactttgt gggccatcaa 

2761 ggtactgtgc ctagcgataa cattgattca caagggagga attgtagtac aaatgactca 
a (Leu 413 Leu) 

2821 ccgctgcaaa gcagcttttc tacttttaaa gacccccccc cccccaacag aacactaaac 
2881 agactattta acttzgagggt aataaactta gaataaaatt gtaaaaattg - tatagagata 
2941 tgcagaagga agggcatcct tctgcctttt ttattttttt aagctgtaaa aagagagaaa 
3001 acttatttga gtgattattt gttatttgta cagttcagtt cctctttgca tggaatttgt 
3061 aagtttatgt ctaaagagct ctagtcctag aggacctgag tctgctatat tttcatgacc 
3121 tttccatgta tctacctcac tattcaagta ttaggggtaa tatattgctg ctggtaattt 
3181 gtatctgaag gagattttcc ctcctacacc cttggacttg aggatttcga gtatctcgga 
3241 cctttcagct gtgaacatgg actcttcccc cactcctctt atttgctcac acggggtatt 
3301 ttaggcaggg atttgaggag cagcttcagt tgttttcccg agcaaaggtc taaagctztac 
3361 agtaaataaa atgtttgacc atgccttcat tgcacctgtt tgtccaaaac cccttgactg 
3421 gagtgccgcc gcctccccca ccggaaaccg c 

Abb. 2b 
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